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국 문 초 록 
 
스타틴은 고콜레스테롤혈증 (hypercholesterolemia) 치료제로 널리 
사용되는 약물로서, 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A 
(HMG-CoA) pathway를 차단함으로써 콜레스테롤 생합성을 억제한다. 
이 과정에서 콜레스테롤뿐만 아니라 HMG-CoA로부터 생성되는 
geranylgeranyl pyrophosphate (GGPP), farnesyl pyrophosphate 
(FPP)와 같은 isoprene 역시 합성이 감소되는 것으로 알려져 있다. 
Isoprene은 RhoA, Rac-1과 같은 small GTPase protein을 
활성화시키고, 활성화된 small GTPase protein은 cytoskeleton의 조절, 
수축, 증식, 생존 등 세포 내 다양한 생리적 작용을 조절한다. 실제로 
골격근에서 스타틴에 의한 isoprene 감소 및 small GTPase protein의 
활성 저하에 의해 근육 수축력의 감소 및 세포의 apoptosis가 나타나는 
현상이 약물의 부작용으로 보고되어 있는데, 명확한 기전은 현재까지 
밝혀지지 않았다. 혈관 평활근은 골격근과 해부적, 기능적 유사성을 
나타내는 근육 조직으로, 역시 스타틴에 의한 수축 기능의 저하와 
apoptosis가 보고되어 있다. 최근 심바스타틴에 의해 혈관 평활근의 
수축 억제 현상이 비가역적인 기능의 손상이며 apoptosis 및 vascular 
remodeling을 초래하는 독성 현상임이 발표되었다. 이 역시 small 
GTPase RhoA의 기능 저하에 기인하는 현상이라고 사료되나, RhoA의 
활성 감소로부터 어떻게 수축 기능 저하와 apoptosis가 동시에 
유발되는지에 대한 자세한 기전은 연구되지 않았다. 
본 연구에서는 small GTPase protein의 대표적인 downstream이자, 
근육에서 수축과 세포 생존 및 사멸을 관장하는 공통적인 인자로서의 





pathway에 의해 합성되어 myosin과의 작용을 통해 수축을 일으키는데 
핵심적인 구조이다. 또한 Bmf와 같은 pro-apoptosis 작용을 가지는 
인자를 sequestering하고 있어 세포의 apoptosis 여부를 결정하는 것이 
알려져 있다. 따라서 본 연구에서는 심바스타틴에 의해 혈관 평활근의 
actin cytoskeleton의 손상에 따라 apoptosis가 유발되는 과정을 
규명하고자 하였다. 초대 배양한 혈관 평활근 세포에서 심바스타틴에 
의한 RhoA 및 Rac-1의 활성 저하와 actin cytoskeleton이 현저하게 
감소하는 것이 확인되었다. Actin cytoskeleton의 감소에 따라 pro-
apoptotic Bmf가 actin cytoskeleton으로부터 유리되어 mitochondria로 
이동하는 것을 확인하였고, 이에 따라 mitochondria membrane 
potential이 감소하고, autophagy 및 apoptosis가 유발되었다. 이러한 
일련의 변화는 isoprene 또는 actin stabilizing agent의 첨가로 
회복됨을 제시하여, 심바스타틴에 의해 isoprenylation의 감소 및 actin 
cytoskeleton의 손상으로 인해 궁극적으로 혈관 평활근 세포의 독성이 
일어남을 시사하였다. 또한, autophagy inhibitor 처리에 의해 
apoptosis가 경감되는 것으로, 혈관 평활근 세포에서 심바스타틴에 의한 
독성이 나타날 때 autophagy가 apoptosis를 촉진하는 역할을 하는 
것으로 사료된다. 특히, 혈관 평활근 세포에서 확인한 일련의 현상은 
시간 상으로 actin cytoskeleton의 손상과 수축 기능 손상이 먼저 
관찰되고, autophagy와 apoptosis가 뒤따라 유발되는 것을 확인하여, 
기능적인 손상이 궁극적으로 세포의 사멸을 초래할 수 있음을 
제시하였다. 본 연구를 통하여 이때까지는 밝혀지지 않았던 스타틴에 
의한 근육 독성의 기전을 actin 손상 및 Bmf 이동을 통한 apoptosis로 
규명하였다. 특히 혈관 평활근에서 actin 및 Bmf의 변화에 따른 





integrity가 수축 기능 손상과 궁극적으로 세포의 apoptosis를 관장하는 






















Keywords: Simvastatin, Vascular smooth muscle cell, Actin cytoskeleton, 





목       차 
 
국 문 초 록 ....................................................................................................................... ⅰ 
목       차 ....................................................................................................................... ⅳ 
List of Figures and Scheme ................................................................................. ⅵ 
List of Abbreviations ................................................................................................. ⅷ 
서       론 .......................................................................................................................... 1 
I. 스타틴 (Statin) ....................................................................................................... 1 
I-1. 스타틴의 작용 기전 및 다면적 효과 ........................................... 2 
I-2. 스타틴의 부작용 및 근육 독성  ..................................................... 3 
II. 혈관 평활근 세포 (Vascular smooth muscle cell) .................. 9 
II-1. 혈관 평활근 세포의 특이적 phenotype 변화 .................... 9 
II-2. 혈관 평활근에 대한 스타틴의 효과 ......................................... 10 
III. Actin cytoskeleton과 근육 세포의 수축 및  
apoptosis 관련성 .............................................................................................. 13 
연 구 목 적 ....................................................................................................................... 18 
실 험 방 법 ....................................................................................................................... 21 
I. 시약 및 세포 배양 ............................................................................................. 21 
II. 혈관 평활근 세포의 RhoA/Rac-1/Cdc42 활성화 확인 ..... 22 





IV. 혈관 평활근 세포의 apoptosis 및 관련 기전 확인 .............. 25 
V. 혈관 평활근 세포의 autophagy .............................................................. 28 
VI. 통계처리 ................................................................................................................. 29 
실 험 결 과 ........................................................................................................................ 30 
I. 심바스타틴에 의한 혈관 평활근 세포의 apoptosis 기전 ...... 30 
I-1. RhoA/Rac-1의 활성 저하에 따른  
actin cytoskeleton의 변화 ............................................................... 30 
I-2. Mitochondrial apoptosis pathway의 전개 ........................... 35 
I-3. Apoptosis ....................................................................................................... 40 
I-4. Apoptosis와 수축 기능 손상의 시간적 상관 관계 ......... 43 
II. 심바스타틴에 의한 혈관 평활근 세포의 autophagy ................ 47 
II-1. Autophagosome 생성 및  
autophagy marker의 증가 ................................................................47 
II-2. Autophagy와 apoptosis의 상관 관계 .................................... 55 
고       찰 ....................................................................................................................... 59 
참 고 문 헌 ....................................................................................................................... 67 






List of Figures and Scheme 
 
Figure 1. Effects of simvastatin on activation of Rho family proteins in primary 
VSMCs. ……………...…………………………………………………......……………………..………... 32 
Figure 2. Effects of simvastatin on F-actin in VSMCs.  ……………………………...……….... 33 
Figure 3. Reversal effects of simvastatin-induced disruption of F-actin with isoprene 
supplement in VSMCs. ……………....…………………......…..……………………..…………... 34 
Figure 4. Effects on mitochondrial translocation of Bmf by simvastatin and reversal 
with isoprene supplement. ……………....………………….......................................…………... 37 
Figure 5. Reversal of simvastatin-induced Bmf mitochondrial translocation with 
actin filament stabilization. ……………....…………………........................……….....………... 38 
Figure 6. Effects on mitochondrial membrane potential by simvastatin. ………….…... 39 
Figure 7. Activation of caspase-3 by simvastatin. …………………………………………………... 41 
Figure 8. Effects on apoptosis by simvastatin in VSMCs. ……………………………………... 42 
Figure 9. Time frame of simvastatin-induced contractile dysfunction in vitro. …... 44 
Figure 10. Time frame of simvastatin-induced apoptosis in vitro. ………………………... 45 
Figure 11. Comparison of time frame of simvastatin-induced contractile dysfunction 
and apoptosis in vitro and in vivo. ………………………………………………………...... 46 
Figure 12. Simvastatin-induced autophagosome formation analyzed with GFP-LC3 
puncta. ………………………………………………………....................................................................... 50 
Figure 13. Simvastatin-induced autophagosome formation analyzed with LC3 
immunofluorescence. ………………………………………………………................................... 51 
Figure 14. Effects of simvastatin on autophagy markers and reversal with isoprene 
supplement or actin stabilization in VSMCs. ………………....................................... 52 





Figure 16. Effects of simvastatin on mTOR pathway and reversal with isoprene 
supplement or actin stabilization in VSMCs. ............................................................ 54 
Figure 17. Rescue effects of autophagy inhibitors on simvastatin-induced apoptosis 
in VSMCs. ............................................................................................................................................... 57 
Figure 18. Time frame in simvastatin-induced actin disruption followed by 
autophagy and apoptosis in VSMCs. ................................................................................ 58 






List of Abbreviations 
 
BSA: Bovine serum albumin 
CPI-17: C-kinase potentiated protein phosphatase-1 inhibitor 
DAPI: 4', 6-diamidino-2-phenylindole 
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DMSO: Dimethyl sulfoxide 
dUTP: deoxyuridine triphosphate 
ECM: Extracellular matrix 
ER: Endoplasmic reticulum 
FGG: Farnesyl pyrophosphate 
GGPP: Geranylgeranyl pyrophosphate 
GGOH: Geranylgeraniol 
HMG-CoA: 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A 
5-HT: Serotonin 
Jasp: Jasplakinolide 
MLC: Myosin light chain 
mTOR: Mammalian target of rapamycin 






PBS: Phosphate buffered saline 
Rap: Rapamycin 
ROCK: Rho-associated coiled-coil-forming kinases 
SERCA: Sarcoplasmic/ER Ca2+-ATPase  
SIM: Simvastatin 
TdT: Terminal deoxynucleotidyl transferase  
TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated deoxyuridine triphosphate 
nick end labeling 





서       론 
 
I. 스타틴 (Statin) 
 
고콜레스테롤혈증 (hypercholesterolemia) 치료제인 스타틴은 혈중 
콜레스테롤을 감소시킬 뿐만 아니라 동맥경화, 고혈압 등에 대한 예방 
효과가 있다고 알려지면서 다양한 심혈관계 질환자들에게 처방되어 
사용되고 있는 약물이다. 실제로 2014년 미국에서 처방 건 수가 많은 
약물 25위까지 중에 세 종류의 스타틴이 포함되어 있을 정도로 
(simvastatin 5위, atorvastatin 9위, pravastatin 25위) 널리 사용되고 
있다 (Aitken, 2014). 또한 최근 American College of Cardiology and 
the American Heart Association (ACC-AHA)에서 제시한 
고콜레스테롤혈증 치료에 대한 새로운 지침에 따라 향후 60세 이상 
인구의 70% 이상이 복용을 하게 될 것으로 예상된다 (Pencina et al., 
2014). 처방되어 사용되는 것 외에 현재 스타틴을 over-the-counter 
(OTC) 약물로 전환시키려는 움직임이 있으며, 이미 영국에서는 
2004년에 10 mg 심바스타틴이 OTC 약물로 승인되어 사용되고 있어 









I-1. 스타틴의 작용 기전 및 다면적 효과  
  
스타틴은 콜레스테롤 생합성 과정에서 속도 결정 단계의 효소인 3-
hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A (HMG-CoA) reductase를 
억제하여, HMG-CoA로부터 콜레스테롤의 전구체인 mevalonate가 
합성되는 경로를 차단함으로써 혈중 콜레스테롤을 감소시킨다. 그런데 
mevalonate는 콜레스테롤뿐만 아니라 squalene, dolichol, farnesyl 
pyrophosphate (FPP), geranylgeranyl pyrophosphate (GGPP) 등 
다양한 물질의 전구체이기도 하다 (Demierre et al., 2005). FPP와 
GGPP는 소수성의 긴 탄소 사슬을 가지는 isoprene 류로서 RhoA, 
Rac-1, Cdc42, Ras와 같은 small GTPase protein을 isoprenyl 시킨다. 
Isoprenyl된 small GTPase protein은 plasma membrane에 부착하여 
활성화되어 세포의 생존/사멸, 증식 또는 actin cytoskeleton 
organization를 통한 세포의 모양 변화 (shape change), 부착 
(adhesion), 수축 (contraction) 등 다양한 역할을 관장한다 (Wang et 
al., 2008). 이처럼 스타틴은 isoprene의 감소 및 small GTPase 
protein의 활성 저하를 야기함으로써 혈중 콜레스테롤의 감소뿐 만 
아니라 다면적 효과 (pleiotropic effect)를 가지는 것으로 알려져 있다.  
스타틴에 의한 다면적 효과는 크게 순기능과 부작용으로 나눌 수 있다. 
스타틴의 다면적 효과 중 동맥경화나 고혈압에 치료적인 순기능이라 할 
수 있는 현상으로는 혈소판 활성화 억제, 혈전 생성 감소, 동맥경화 
plaque의 안정화, 혈관 내 염증 반응의 억제, 혈관 내피 세포 기능의 
향상, 혈관 평활근의 증식 억제, 혈관 수축 억제 등이 있다 (Takemoto 





isoprenylation의 감소에 의한 small GTPase protein RhoA 또는 Rac-
1의 활성 억제에 기인하는 것으로 알려져 있다. 특히, RhoA의 
geranylgeranylation이 스타틴에 의해 억제됨에 따라 tissue type 
plasminogen activator (t-PA)의 증가 및 plasminogen activator 
inhibitor-1 (PAI-1)의 억제, macrophage와 혈관 평활근의 증식 
억제가 일어나는 것이 규명되어 있다. 
 
I-2. 스타틴의 부작용 및 근육 독성  
 
스타틴의 부작용으로는 간 독성 (hepatotoxicity), 신경 장애 
(neuropathy), 위장 기능 장애 (gastrointestinal disturbances), 근육 
독성 (myotoxicity) 등이 보고되고 있어 있는데, 이 중에서도 가장 




스타틴에 의한 근육 독성이 주로 발생하는 조직은 골격근 (skeletal 
muscle)이다. 스타틴의 골격근 독성이 발생하는 빈도는 1-7%이며, 그 
양상은 경미한 근육통 (myalgia)이나 근육 약화 (muscle 
weakness)부터 심각한 횡문근융해증 (rhabdomyolysis)까지 다양하게 
보고되고 있다 (Thompson et al., 2003). 횡문근융해증은 근섬유가 
붕괴되어 근육 내에 있던 myoglobin이 혈중으로 유리되어 신부전을 





일례로 세리바스타틴 (cerivastatin)은 횡문근융해증을 유발해 
사망에까지 이르는 사태가 보고되어 시장에서 철수된 바 있으며 (Hodel, 
2002), 현재에도 스타틴을 복용하는 환자들을 대상으로 골격근의 증상 
및 혈중 creatine kinase 수치를 지속적으로 모니터링 하는 것이 권장될 
정도로 골격근에 대한 스타틴의 독성은 중요하게 다루어지는 요인이다 
(Stroes et al., 2015).   
 
 스타틴에 의한 골격근의 apoptosis 
스타틴이 골격근 손상을 일으키는 기전을 규명하기 위한 연구가 
지속적으로 진행되어 왔는데, 특히 골격근 세포의 apoptosis가 
횡문근융해증 및 다양한 근육 독성에 기인하는 대표적인 현상으로 
알려져 있다 (Johnson et al., 2004;  Mutoh et al., 1999;  Sacher et 
al., 2005). 골격근 세포의 apoptosis가 유발되는 이유에 대해 다양한 
이론이 제시되고 있다. 우선, 스타틴에 의한 콜레스테롤 합성이 
감소해서 plasma membrane의 integrity가 손상되어, 칼슘 등 이온의 
유입이 변화가 생겨 apoptosis를 유발한다는 보고가 있다 (Hodel, 
2002). 한편 다수의 연구에서 스타틴에 의한 골격근 세포의 
apoptosis가 콜레스테롤이 아닌 GGPP나 FPP의 첨가에 의해서 
회복되는 것을 보여, 콜레스테롤 감소보다 isoprene의 감소에 따른 
small GTPase protein의 활성 감소가 골격근 독성에 기인한다는 것을 
보인 바 있다 (Dirks and Jones, 2006). 이들 연구에서는 isoprene의 
감소에 의해 mitochondria의 intrinsic apoptotic pathway가 활성화되는 
것으로 제시되어 있지만, isoprene의 감소로 인해 mitochondria의 







 스타틴에 의한 골격근의 수축 기능 손상 
스타틴에 의한 근육 독성에서 apoptosis와 더불어 대표적으로 
보고되는 현상은 수축 기능의 손상을 들 수 있다. 골격근의 수축 약화를 
일으키는 기전으로는 mitochondria의 membrane potential의 감소에 
따른 ATP 생성 감소가 제시된다 (Tanaka et al., 2010). ATP 감소에 
의해 actin과 myosin의 cross bridge 형성이 억제되고, 
sarcoplasmic/ER Ca2+-ATPase (SERCA)의 기능 저하 및 그에 따른 
sarcoplasmic reticulum (SR)로의 칼슘 uptake가 감소되어 SR로부터 
유리되는 칼슘 역시 감소하여 수축력의 약화를 초래한다. 스타틴에 의한 
일련의 mitochondria 및 ATP level의 변화는 GGPP의 첨가로 회복되는 
것을 보여, isoprene의 감소가 근육 수축 기능 손상에도 중추적인 
역할을 하는 것으로 사료된다.  
 
 스타틴에 의한 골격근의 autophagy 
스타틴에 의한 근육 독성의 현상으로 apoptosis 및 수축력 저하와 더
불어 최근 autophagy가 근육의 약화 및 횡문근융해증을 일으키는 요인
이라는 보고가 많이 되고 있다. 스타틴에 의해 근육 내 autophagy가 일
어나는 기전 역시 isoprene의 감소에 따른 small GTPase의 활성 저하
로 사료된다. Rab1은 endoplasmic reticulum (ER)으로부터 Golgi 
apparatus로 vesicle의 이동하는 것 (ER-to-Golgi traffic)에 필수적인 
small GTPase로 isoprene GGPP에 의해 활성화된다. 실제로 myofiber





ER-to-Golgi traffic이 억제되어 근육 세포 내 다량의 vacuole이 축적
되며 세포가 사멸하는 현상이 보고되었다 (Sakamoto et al., 2011). 또
다른 small GTPase Rheb은 farnesylation되면 활성화되어 mTOR를 활
성화시켜 autophagy를 억제하는데, rhabdomyosarcoma 세포에서 스타
틴에 의해 Rheb 및 mTOR가 억제되어 autophagy가 유발되어 근육 독
성이 나타나는 것이 연구되어 있다 (Araki et al., 2012). 스타틴에 의한 
small GTPase의 활성 억제 외에 mitochondria의 손상에 의해 
autophagy가 일어날 것이라는 연구도 있다. 실제로 스타틴 복용에 따른 
근육 부작용이 나타나는 환자의 근육 조직에서 mitochondria DNA 감소
가 확인되었고, 이에 따라 mitochondria 손상을 복구하기 위한 
mitophagy가 일어날 수 있음이 제시된 바 있다 (Stringer et al., 2013). 
Autophagy는 영양분의 고갈에 따른 적응, 세포 내 단백질 및 
소기관의 제거, mitochondria 제거, endoplasmic reticulum의 유지 등을 
통한 세포의 생존 기전으로 잘 알려져 있다. 일례로 Atg gene의 
비활성화를 유도하였을 때 세포가 사멸하는 것이 in vivo에서 보고된 바 
있다 (Komatsu et al., 2005;  Kuma et al., 2004). Atg 5 또는 Atg7을 
knockout 시킨 생쥐는 영양분의 고갈로 인해 태어난 지 하루 만에 죽는 
경우도 관찰되었다. 반면에, autophagy가 일어남에 따라 오히려 cell 
death가 증가할 수 있음이 보고되기도 했는데, 이러한 현상은 
autophagy에 의한 세포의 죽음으로 이해되고 있으며, autophagy에 
의해 사멸이 유도된 경우 necrosis나 apoptosis에 의한 세포의 사멸과 
형태적으로 다른 특징을 보인다. 이런 경우를 autophagic death라고 
말하는데 autophagic cell death가 일어나면 세포 내에 상당한 양의 
autophagosome이 축적되어 있는 것을 관찰할 수 있다 (Kroemer et al., 





사멸로 이르게 하는 과정인지에 대해 다수의 연구자들이 설명하고자 
노력하고 있으나 정확한 이론은 성립되지 않고 있다. 이에 대해, 
autophagy를 유발하는 자극의 심각성에 따라 경미한 손상을 입히는 
경우 초기 단계에서 손상된 구조를 제거하고 더 이상 손상이 일어나지 
못하도록 보호하는 반면, 심각한 손상을 유발할 수 있는 강력한 자극에 
대해서는 autophagy로 세포를 보호할 수 있는 범위를 벗어나게 된다는 
이론이 있지만 (Martinet and De Meyer, 2009), 스타틴에 의해 근육 
조직에서 일어나는 autophagy가 apoptosis에 어떤 영향을 주는지에 
대한 생리학적 의의는 아직 불명확하다. 
 
심장근 독성 
골격근 손상만큼 빈번하지는 않지만 스타틴에 의한 심장 근육(cardiac 
muscle)의 손상 또한 보고되고 있다 (Rabkin and Kong, 2003). 
스타틴이 심근세포에서 유발하는 유해 반응은 ubiquinone 수치 감소에 
따른 심장 기능 손상, 심근 세포의 apoptosis로 인한 viability 감소, 
세포 내 actin filament의 퇴화로 나타난다 (Kong and Rabkin, 2004). 
또한 스타틴에 의한 심장 근육 세포에서 autophagy도 보고되어 있는데, 
이 때 autophagy에 의해 apoptosis가 억제된다는 보고 (Ghavami et al., 
2012)와 촉진된다는 보고 (Sabe et al., 2014)가 둘 다 있어, 
autophagy의 역할은 아직 명확하지 않다. 스타틴에 의한 골격근 독성과 
마찬가지로 심장근에 대한 독성 역시 mevalonate 및 isoprene의 
첨가에 의해 회복되는 것으로 보고된 연구가 많아 상위 단계의 RhoA 






스타틴 종류에 따른 독성 정도 
스타틴 계열 약물들은 지용성 스타틴과 수용성 스타틴으로 구분할 수 
있는데, 특히 심바스타틴은 아토르바스타틴과 더불어 스타틴 계열의 
약물들 중에서도 지용성이 큰 약물로 분류된다. 스타틴 제제는 본래 
콜레스테롤의 생합성이 일어나는 간세포가 표적인데, 수용성 스타틴 
제제는 간세포에만 특이적으로 존재하는 transporter를 통해 세포막의 
lipid bilayer를 통과하며 이 수용체가 없는 다른 세포로는 유입되지 
못하므로 간세포에서 약리 작용만 일어나고 다른 세포에서의 부작용이 
적다 (Sakamoto et al., 2008). 하지만 지용성 스타틴 제제는 수용체 
특이적인 방법이 아니라도 세포의 plasma membrane을 용이하게 
통과하기 때문에 간세포가 아닌 다른 비특이적인 세포에도 쉽게 
들어가서 세포 내의 부작용을 유발할 가능성이 크고, 실제로 다수의 
연구에서 근육 세포에 대한 독성 현상이 지용성 스타틴에서 더 크게 
나타난 것을 확인할 수 있다 (Chapman and Carrie, 2005;  Pierno et 





II. 혈관 평활근 세포 (Vascular smooth muscle cell) 
 
II-1. 혈관 평활근 세포의 특이적 phenotype 변화 
 
혈관 평활근 세포는 다른 세포 종류와 구별되는 특징이 있는데, 
일반적인 세포들은 한 번 분화가 완료되면 더 이상 phenotype의 
변화가 일어나지 않는 반면, 혈관 평활근 세포는 발생 이후 분화가 
일어난 후에도 내부적인 자극이나 외부의 환경 변화에 적응하여 
phenotype이 변할 수 있다. 혈관 평활근 세포가 나타낼 수 있는 
phenotype에는 두 가지가 있는데, 정상적인 상태의 contractile 
phenotype과 질병상태 (동맥경화, restenosis 등)에서 발현되는 
proliferative phenotype 이다 (Michel et al., 2012). 혈관 평활근 
세포의 contractile phenotype은 수축에 관여하는 단백질 (α-actin, 
calponin, SM22 등)을 많이 가지고 있고 actin 및 myosin 등의 
contractile machinery가 정렬되어 있어 생리적인 자극에 따라 수축을 
원활하게 하여 혈류와 혈압을 탄력적으로 조절할 수 있다. Proliferative 
phenotype의 혈관 평활근 세포는 수축에 관여하는 성분이 낮게 
발현되어 있으며 세포의 증식이 활발하고 extracellular matrix (ECM) 
생성이 활발한 상태이다. Proliferative phenotype은 발생 과정이나, 
성체에서는 혈관벽이 손상을 입었을 때 발현되는 형질로, 예를 들어, 
혈관벽에 손상을 입으면 혈관 내 평활근 세포가 과도하게 증식하고 혈관 
내피 층으로 이동하여 또다시 과도하게 증식하여 neo-intima를 






II-2. 혈관 평활근에 대한 스타틴의 효과 
 
Proliferative phenotype의 혈관 평활근에 대한 효과 
최근 스타틴 제제의 혈관 평활근 세포에 대한 효과가 많이 이루어지고 
있기는 하나, 대부분의 연구가 고혈압이나 동맥경화 동물 모델에서 
실험되었거나 neo-intima의 평활근 세포로 수행되어 정상적, 생리적 
상태(normal, physiological state)의 혈관 평활근 세포가 아닌, 
증식성(proliferative, synthetic)의 혈관 평활근 세포에서 이루어져 
있다. 이러한 연구들은 동맥경화나 고혈압 같은 병적인 상태의 증식성 
혈관에서 스타틴 제제에 의해 pro-apoptotic한 Bcl family protein의 
발현 증가, anti-apoptotic Bcl family의 발현 감소, cell cycle arrest 
등에 의해 혈관 평활근 세포의 apoptosis가 증가하고 증식이 억제되는 
것을 확인하였다 (Guijarro et al., 1998). 따라서 이들 연구에서는 
병적인 상태의 증식성 혈관에서 스타틴 제제가 세포의 과도한 증식을 
차단함으로써 질병 상태를 개선한다고 주장하고 있다.  
혈관 평활근에 대한 증식 억제 및 apoptosis 증가 효과와 더불어 혈
관에 대한 스타틴의 수축 기능 억제 작용 역시 보고되어 있다 (Wirth, 
2010). 스타틴의 혈관 수축 기능 억제에는 isoprene의 감소 및 RhoA
의 활성 저하에 따른 Rho-associated coiled-coil-forming kinases 
(ROCK)의 억제가 중추적인 역할을 하는 것으로 알려져 있다 (Zhou et 
al., 2011). RhoA와 ROCK는 actin 및 myosin을 통한 세포의 
contractile machinery의 형성을 관장하는데, ROCK/LIM-motif 
containing kinase (LIMK)/Cofilin 또는 mDia를 통해 actin을 





통한 myosin light chain phosphatase의 억제로 myosin light chain 
(MLC)의 인산화가 증가하는 결과를 초래하여 수축력을 증가시키는 것
으로 알려져 있다. 또한 스타틴에 의한 Rho/ROCK 경로의 억제에 따라 
혈관 평활근 내의 myocardin과 α-actin의 gene transcription 감소에 
의해 혈관의 수축이 억제된다는 보고도 있다 (Li et al., 2012). 실제로 
뇌혈관 및 관상동맥 연축 (cerebral/coronary vasospasm) 또는 고혈압 
환자에게서 ROCK의 활성이 증가한 것이 보고되어 있으며, 스타틴이 
ROCK 저해제 역할을 함으로써 혈관의 과도한 수축을 억제하는 치료적
인 효과가 있을 것으로 해석되고 있다. 
 
Contractile phenotype의 혈관 평활근에 대한 효과 
 최근 고혈압이나 동맥경화 모델이 아닌, 흰쥐로부터 분리한 정상적인 
혈관에서 스타틴에 의해 수축 억제 효과가 나타나는 것이 보고되었다 
(Kang et al., 2014a). 수축 억제에 대한 기전으로는 RhoA의 활성 저하
에 따른 myosin phosphatase target subunit 1 (MYPT-1) 및 C-
kinase potentiated protein phosphatase-1 inhibitor (CPI-17)의 인산
화 감소와 L-type 칼슘 채널을 통한 외부로부터의 칼슘 유입의 감소로 
제시되었다. 이와 같은 혈관의 수축 억제는 비가역적인 양상을 보였으며, 
혈관 평활근의 apoptosis를 동반하는 점으로 보아 고혈압에서의 치료적
인 효과가 아닌 정상 혈관 조직에 대한 스타틴의 독성으로 해석된다. 또
한 스타틴을 경구 투여한 in vivo 모델에서도 혈관의 수축 기능 손상 
(contractile dysfunction)과 구조적 변화 (vascular remodeling) 확인
되었다. 특히 in vivo로 관찰된 수축 기능 손상과 apoptosis의 시간 및 





선행되고, 장기간, 고용량 투여에서 apoptosis가 뒤따르는 현상이 주목
할 만하다 (Woo, 2010). 이에 지속적인 수축 기능의 억제가 세포의 사






III. Actin cytoskeleton과 근육 세포의 수축 및 
apoptosis 관련성 
 
Actin은 구형의 monomer인 globular actin (G-actin)이 모여 
filament (F-actin)를 이루는 cytoskeleton으로, 세포 내에서 G-actin
이 F-actin으로 합성되고, F-actin이 G-actin으로 분해되는 반응이 평
형을 이루고 있다. Actin은 myosin과의 interaction을 통해 세포의 수축
에 관여하는 것이 잘 알려져 있는데, 뿐만 아니라 세포의 생존에도 중추
적인 역할을 하는 것으로 알려져 있다 (Gourlay and Ayscough, 2005). 
Yeast에서 actin의 평형이 깨지면 cytosol 내 reactive oxygen species 
(ROS) 수치가 높아져서 apoptosis가 유발된다는 보고가 있고, 
mitochondria의 voltage-dependent anion channel (VDAC)의 개폐에 
actin이 관여함으로써 mitochondria의 membrane potential (ΔΨm)의 
변화 및 세포의 생존 및 사멸을 결정한다고 알려져 있다 (Gourlay and 
Ayscough, 2005). 다수의 연구에서 mammalian cell에서 F-actin과 
G-actin의 평형을 깨뜨리는 물질이나 actin binding protein 발현의 변
화에 의해 apoptosis가 일어나는 것을 보고하였으며 actin이 세포의 생
존 및 사멸을 조절하는 기능을 하는데 대한 기전으로 다양한 이론이 다
음과 같이 제시되어 있다.    
 
Cell cycle arrest  
Microtubule 뿐만 아니라 actin 역시 mitosis에 관여함으로써 cell 





해 cell cycle arrest가 일어나는 것이 알려져 있다. F-actin에 G-actin 
monomer가 결합하는 것을 막음으로써 F-actin이 짧아지는 결과를 초
래하는 물질인 cytochalasin B에 의해 mitosis 단계에서 하나의 세포가 
두 개의 세포로 나누어지는 중심인 contractile ring의 형성이 저해되어 
cytokinesis가 억제되는 현상이 보고된 바 있다. Latrunculin B는 G-
actin에 결합하여 monomer가 F-actin으로 합성되는 것을 차단하는 물
질인데, G2 phase의 arrest를 일으켜 apoptosis를 유발하는 것으로 보
고되어 있다 (Ahn et al., 2013). 또한 actin이 정상적인 filament를 이
루지 못하고 aggregate를 형성하는 경우 Cyclin B1, p27의 증가와 더불
어 cell cycle이 S, G2/M phase에 arrest된 현상도 보고되어 (Wang et 
al., 2014), 정상적인 actin의 integrity가 cell division 및 cell cycle 
progress에 필수적인 것으로 사료된다.  
 
Mechano-transduction 
 Mechano-transduction은 matrix의 stiffness나 수축과 같은 물리적
인 자극에 의해 일련의 signaling이 전개되어 세포 내부의 전사 인자에 
변화를 유발하는 과정으로, myofibroblast나 혈관 평활근과 같은 심혈관
계를 구성하는 세포들에서 분화 및 생존에 영향을 주는 것으로 알려져 
있다 (Parmacek, 2007). 이러한 mechano-transduction에서 
cytoskeleton은 actin dynamic의 변화 및 actin과 myosin 사이의 상호 
작용을 통해 물리적 자극을 세포 내로 전달하는 mechano-sensor 역할
을 한다. Actin-myosin을 통한 수축은 megakaryoblastic leukemia 1 
(MKL1)을 cytosol로부터 핵으로 이동하게 하고, MKL1의 활성화된 





높이고 생존을 하는 것이 myofibroblast에서 연구되었다 (Zhou et al., 
2013). 또한 혈관 평활근 세포에서는 MLK이 actin과 직접적인 결합을 
할 수 있음이 밝혀졌고 이를 통해 핵 내 전사를 조절해서 세포의 운명을 
결정함이 제시된 바 있다 (Long et al., 2013). MKL1/2이 N-terminal
의 Arg-Pro-Glu-Leu (RPEL) domain을 통해서 G-actin과 직접적으
로 결합을 하는 것이 알려져 있으며, G-actin이 F-actin으로 합성됨에 
따라 G-actin에 붙어있던 MKL1/2가 유리되어 핵으로 이동하여 serum 
response factor (SRF)에 작용한다. 혈관 평활근에서 SRF는 
contractile protein들의 발현을 증가시키고, growth response gene의 
발현을 조절하며, anti-apoptosis protein인 Bcl-2 및 Mcl-1의 발현을 
통해 생존 및 사멸을 결정하는 것으로 보고되어 있다 (Rodenberg et al., 
2010).   
 
Cell-cell, cell-matrix adhesion 
 세포는 인접한 다른 세포 (cell-cell) 및 extracellular matrix (ECM)
과의 상호 작용 (cell-matix)을 통해 분화, 증식, 이동, 생존에 영향을 
받는데, 다양한 종류의 cytoskeleton, integrin, signaling molecule들이 
scaffold를 이룬 것을 focal adhesion 이라 한다 (McLean et al., 2005). 
이러한 focal adhesion을 통한 신호 전달에서 actin이 하위 단계에 있는 
focal adhesion kinase (FAK), paxillin, Src kinase 등의 활성을 조절함
으로써 세포의 사멸 및 생존을 결정하는 것이 알려져 있다. Actin의 합
성이 감소함에 따라 paxillin의 인산화가 감소하고 adherent junction이 
감소함에 따라 apoptosis가 일어나는 것이 보고된 바 있다 (Benedetti 





FAK의 인산화가 감소하여 apoptosis가 유발되는 현상도 보고되어 있어, 
RhoA/ROCK를 통한 actin cytoskeleton의 변화가 focal adhesion에 영
향을 주어 세포의 생존과 사멸을 결정하는 것으로 사료된다 (Peyre et 
al., 2012).  
 
BH3-only protein과의 interaction 
 Bcl protein family는 mitochondrial outer membrane permeabilization 
(MOMP)를 조절함으로써 apoptosis를 관장하는데, Bcl family는 구조적
인 차이와 apoptosis에 관여하는 역할에 따라 다시 세 부류로 구분된다. 
첫번째, Bcl-2, Mcl-2, Bcl-xL과 같은 단백질은 anti-apoptosis 역할
을 하며, 두번째, Bax, Bak과 같이 mitochondria의 pore를 형성하여 
pro-apoptosis 역할을 하는 부류가 있으며, 세번째로 BH3-only 
protein이 있다. 다른 Bcl family 단백들은 BH1, 2, 3, 4 네 개의 
domain으로 구성되어 있는 반면, BH3-only protein들은 하나의 BH3 
domain만으로 구성되어 있다. BH3-only protein들은 apoptosis를 초기
에 시작하는 단계에서 작용하여 하위 단계에 있는 다른 Bcl 단백들의 
anti 또는 pro-apoptosis 활성을 조절하는 switch 역할을 한다. 외부로
부터 apoptosis를 유발하는 자극이 오면 BH3-only protein이 활성화되
어 anti-apoptotic Bcl protein들의 활성을 억제하고, pro-apoptotic Bcl 
protein들이 mitochondria에 pore를 형성하여, cytochrome c가 유리되
는 apoptosis pathway가 시작된다. 이러한 BH3-only protein들에는 
Bid, Noxa, Puma, Bim, Bmf 등이 있는데, 각각의 BH3 단백들은 특이적
인 외부 자극에 의해 apoptosis 신호를 시작한다. Bid는 death receptor





apoptosis를 시작한다. Bim과 Bmf는 cytoskeleton의 변화를 감지해서 
활성화된다 (Pinon et al., 2008). 정상적인 상태에서 Bim과 Bmf는 각각 
tubulin과 actin filament에 결합한 상태로 있는데, tubulin 또는 actin 
filament가 붕괴되면 cytoskeleton으로부터 유리되어 mitochondria로 
이동한다. 이동 후 mitochondria에 있는 Bcl-2와 결합하여 anti-
apoptosis 활성을 억제하고, Bax/Bak에 의해 pore가 형성되도록 하여, 





연 구 목 적 
 
스타틴은 고콜레스테롤증 치료제로서 현재에도 널리 사용될 뿐만 
아니라 앞으로는 그 사용이 더욱 증가할 것으로 전망되는 약물이다. 
또한 다른 약물과 달리 장기적으로 복용해야 한다는 특징을 갖고 있기 
때문에 위해성에 대해 정확히 규명하는 것이 필수적이다. 가장 높은 
빈도로 일어나는 스타틴 약물의 부작용 사례는 골격근에 대한 근육 
독성이며, 근육 손상이 심각한 경우 횡문근융해증이 일어나 사망에까지 
이르기도 한다. 스타틴에 의해 유발되는 골격근 손상의 증상은 근육 
수축력의 저하, autophagy 및 apoptosis로 인한 근육량의 감소로 
나타난다. 골격근과 마찬가지로 인체를 구성하는 대표적인 근육 조직인 
혈관 평활근은 수축과 이완을 통해 인체 내 적절한 혈압을 유지하고 각 
장기와 조직으로 혈액을 공급하는 매우 중요한 조직이다. 골격근과 혈관 
평활근은 actin-myosin 구조 및 각종 이온 채널과 같은 근육 
세포로서의 공통적인 해부학적, 기능정 특징을 발현하고 있다. 또한 
혈관 평활근은 혈류와 직접적으로 접촉하는 조직인 만큼 혈류 내 약물에 
노출될 가능성이 매우 높은 조직으로 스타틴에 의한 영향을 받을 
가능성이 크다. 실제로 스타틴은 골격근의 수축력 약화와 세포의 사멸을 
유발하는 현상과 동일하게 혈관 평활근의 수축을 억제하고 세포의 
증식을 감소시키며 apoptosis를 일으키는 것이 보고되어 있는데, 이러한 
현상은 고혈압, 동맥경화, 재협착증 (restenosis)과 같은 질병 상황에서 
예방 및 치료적인 효과로 해석되어 왔다. 그런데 최근 혈관 평활근에서 
수축 억제가 일어나는 현상이 비가역적으로 지속되고 세포의 





보고되어 혈관 평활근에서 관찰되는 수축 억제 현상 역시 골격근에서와 
유사한 독성 현상이며, 특히 수축 기능 손상으로부터 세포의 사멸이 
유발될 가능성이 제시되었으나 정확한 기전은 규명되지 않았다 (Kang 
et al., 2014a).  
골격근과 혈관 평활근 양쪽에서 스타틴에 의한 수축 기능 손상 및 
apoptosis를 유발하는데 isoprene의 감소로 인한 RhoA를 비롯한 
small GTPase의 활성 저하가 핵심적인 요인이라는 것이 다수의 연구에 
의해 알려져 있다. 또한 스타틴에 의해 mitochondria의 손상, Bcl 
protein의 발현 변화 등에 의해 apoptosis가 일어나는 것이 규명되어 
있다. 하지만 RhoA의 억제가 어떠한 기전을 통해서 mitochondrial 
apoptosis pathway를 시작 시키는지는 밝혀지지 않았다. 또한 RhoA의 
활성 감소로부터 수축 저하가 일어나는 현상과 apoptosis가 유발되는 
현상이 각각 별개의 현상으로 보고되어 있으며, 두 현상의 상관관계가 
규명된 바 없다. 
본 연구에서는 RhoA 작용의 대표적인 하위 단계이면서 수축과 세포 
사멸에 동시에 관여하는 표적으로 actin cytoskeleton에 주목했다. 
이로써 현재까지 밝혀지지 않은 RhoA로부터 apoptosis가 일어나는 
것이 actin의 붕괴에 의해 매개됨을 규명하여 스타틴에 의한 근육 
세포의 apoptosis 기전을 명확하게 밝히고자 한다. 또한 혈관 평활근 
세포에 대한 스타틴의 작용을 연구한 기존 보고들은 고혈압이나 
동맥경화 같은 질병 상태를 반영하여 proliferative phenotype의 혈관 
평활근 세포에서 수행되었는데, 본 연구에서는 contractile phenotype 
의 정상적인 혈관 평활근 세포에서 스타틴에 의한 혈관 수축 기능 
손상과 apoptosis를 동시에 밝혀 혈관 근육에 대한 스타틴의 독성을 





독성 현상으로 새로이 주목받고 있는 autophagy가 정상적인 혈관 
평활근에서도 유도되는지를 확인하고, autophagy가 각각 actin 
cytoskeleton, 수축 기능 손상, apoptosis와 일련의 상호 작용을 
하는지를 규명하여 독성 현상으로서의 autophagy의 역할을 





실 험 방 법 
 
I. 시약 및 세포 배양 
 
시약  
심바스타틴, serotonin hydrochloride (5-HT), geranylgeraniol 
(GGOH), dimethyl sulfoxide (DMSO), rapamycin (Rap), chloroquine, 
3-methyladenine은 Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO)에서 구입하여 
사용하였다. Jasplakinolide (Jasp)은 Molecular Probes Inc. (Eugene, 
OR)에서 구입하였다. Collagenase와 elastase는 Worthington 
Biochemical Co. (Lakewood, NJ)에서 구입하였고, 세포 배양에 필요한 
배지 및 시약은 Gibco Co. (Carlsbad, CA) 제품을 사용하였다. 그 밖의 
시약은 모두 특급 시약을 사용하였다. 
 
실험 동물 
샘타코 (SamTako, Korea)로부터 수컷 Sprague-Dawley 흰쥐를 
공급받아 서울대학교 동물실험 연구동 내 온도 22 ± 2oC, 습도 55 ± 5% 
및 오전 7시와 오후 7시를 기준으로 12 시간 낮/12 시간 밤 주기의 
일정한 환경에서 일주일가량 적응 시킨 뒤 실험에 사용하였다. 일반 
사료 (Cargill Agri Purina, Inc., Korea)와 물은 제한 없이 공급하였다. 





동물을 사용한 모든 실험 과정은 서울대학교 실험동물자원센터의 윤리 
규정을 준수하여 수행하였다.  
 
혈관 평활근 세포의 초대 배양  
흰쥐로부터 적출한 흉부대동맥에서 endothelium과 adventitia를 
제거하고 잘게 자른 다음, type-2 collagenase 300 unit과 elastase 3 
unit을 처리하여 혈관 평활근 세포를 분리하였다. 초대 배양된 혈관 
평활근 세포는 95% O2/5% CO2 및 37
oC로 유지된 incubator 내에서 
배양되었다. 배지는 10% fetal bovine serum, 100 U/mL penicillin 및 
100 μg/mL streptomycin를 함유한 Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium (DMEM)이 사용되었으며 2-3일 간격으로 교체되었다. 모든 
실험에는 passage 1-3인 혈관 평활근 세포를 사용하였다. 
 
II. 혈관 평활근 세포의 RhoA/Rac-1/Cdc42 활성화 
확인 
 
RhoA/Rac-1/Cdc42 활성 측정 
RhoA/Rac-1/Cdc42의 활성은 Rho/Rac-1/Cdc42 activation assay 
kit (Cytoskeleton Inc., Denver, CO)를 사용하여 pull down assay의 
방법으로 수행하였다. 혈관 평활근 세포를 T-25 flask에서 배양하여 





동안 처리한 후 10-5 M 5-HT로 10 분 간 활성화 시켰다. 이후 ice 
상에서 protease inhibitor cocktail (Thermo Fisher Scientific Inc., 
Rockford, IL)을 함유한 cell lysis buffer를 가하고 scraping하여 혈관 
평활근 세포를 취하였다. 4°C 에서 9,800 g로 15 분 간 원심분리하여 
세포의 debris를 제거하고 상층액을 취하여 활성화된 형태의 RhoA에만 
특이적으로 결합하는 rhotekin-RBD bead 또는 활성화된 Rac-1/Cdc-
42에 결합하는 PAK-PBD bead를 가하고 4°C에서 1 시간 동안 
반응시켰다. 반응 후 bead를 pull-down 시킨 다음 Laemmli sample 
buffer (Bio-Rad, Hercules, CA)에 현탁하여 western blot 하여 각각의 
단백질에 특이적인 단일 클론 항체 (Cytoskeleton Inc.)를 사용하여 
활성화된 RhoA/Rac-1/Cdc42를 측정하였다. 
 
Western blot 
혈관 평활근 세포를 ice 상에서 cold phosphate buffered saline (PBS; 
1 mM KH2PO4, 154 mM NaCl, 3 mM Na2HPO4, pH 7.4)로 1회 세척 후 
1X protease 및 phosphatase inhibitor cocktail을 함유한 RIPA buffer 
(Thermo Fisher Scientific Inc.)를 가하여 harvest하였다. Cell debris는 
4oC에서 9,800 g로 15 분 간 원심분리하여 제거하고, 상층액 (protein 
extract)을 취해 protein assay reagent (Thermo Fisher Scientific 
Inc.)를 이용해 단백질을 정량한 후 Laemmli sample buffer에 현탁하여 
99oC에서 5 분 간 denaturing 시켰다. Protein extract는 
polyacrylamide gel에서 전기영동하여 분리하고, 20% 메탄올을 함유한 
Tris/glycine buffer (TG buffer; 25 mM Tris, 192 mM glycine) 내에서 





bovine serum albumin (BSA, Sigma-Aldrich Co.)를 함유한 TG 
buffer로 상온에서 1 시간 동안 blocking 하고, 각 단백질에 특이적인 
일차 항체를 4oC에서 16 시간 이상 (overnight) 부착시킨 후 0.1% 
Tween20를 함유한 TG buffer로 2 회 세척하였다. 각각의 일차 항체와 
부착한 단백질은 horse radish peroxidase (HRP)가 결합된 이차 
항체와 반응 시킨 후 Tween20를 함유한 TG buffer로 3 회 세척한 
다음 chemiluminescent (ECL; Thermo Fisher Scientific Inc.)를 
이용하여 검출하였다. 얻어진 단백질 band는 Image J program (NIH, 
Bethesda, MD)을 이용하여 정량 하였다. 
 
III. 혈관 평활근 세포의 수축 기능 손상 확인 
 
Myosin light chain (MLC) 인산화 측정 
혈관 평활근 세포를 초대 배양한 다음 T-25 flask에서 80-90% 
confluency를 이루도록 배양하였다. 심바스타틴을 처리한 다음 5-HT 
10-5 M를 처리하고 37oC에서 10 분 간 stimulation 시켰다. 이후 ice 
상에 flask를 두고 cold PBS로 1회 세척 후 1X protease 및 
phosphatase inhibitor cocktail을 함유한 RIPA buffer를 가하여 혈관 
평활근 세포를 harvest하여, western blot 하였다. MLC 및 phosphor-
MLC에 특이적인 일차 항체는 Cell Signaling Technology Inc. 






Actin filament 관찰  
혈관 평활근 세포를 collagen으로 coating한 coverslip 위에서 배양한 
후 심바스타틴 10 μM 및 GGOH 30 μM를 4 시간 처리하였다. 4% 
formaldehyde를 함유한 PBS를 10 분 동안 가하여 고정시킨 다음, 0.5% 
Triton X-100을 함유한 PBS로 5 분 동안 permeabilization 시킨 후, 
2% BSA로 1 시간 동안 blocking 하였다. Actin filament (F-actin)에 
특이적으로 염색되는 rhodamine conjugated phalloidin (Molecular 
Probes Inc., Eugene, OR) 및 G-actin을 염색하는 DNaseI-Alexa 
FluorⓇ 488 (Molecular Probes Inc.)을 1 시간 동안 상온에서 차광하여 
염색하였다. 4', 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) 300 nM을 1 분 
동안 처리하여 핵을 대조 염색하였다. 형광 현미경 관찰에는 Axiovert 
200M fluorescence microscope (Carl Zeiss, Jena, Germany)이 
사용되었으며, Image J program을 이용하여 형광 세기를 수치화 하였다. 
 
IV. 혈관 평활근 세포의 apoptosis 및 관련 기전 확인 
 
Mitochondria 분리 및 Bmf의 세포 내 이동 측정 
혈관 평활근 세포에 심바스타틴 10 μM, GGOH 30 μM, Jasp 50 nM를 
4 시간 동안 처리한 다음, mitochondria isolation kit (Thermo Fisher 
Scientific Inc.)를 사용하여 제조사의 지침에 따라 세포 내 cytosol 
분획과 mitochondria 분획을 나누었다. 혈관 평활근 세포를 ice-cold 





isolation buffer A에서 2 분, mitochondrial isolation buffer B에서 5 분, 
mitochondrial isolation buffer C에서 5 분 간 현탁 시켰다. 이후 700 
g에서 5 분 간 원심 분리한 뒤, 상층액을 취해 12,000 g에서 20 분 간 
원심분리하고 상층액을 취한 것을 cytosol 분획, pellet을 mitochondria 
분획으로 하였다. 각각의 분획에서 단백질 정량한 다음 Laemmli 
sample buffer (Bio-Rad)에 현탁하여 western blot을 수행하였다. Bmf 
(Cell Signaling Technology Inc.)에 대한 일차 항체 및 각각의 
분획에서의 loading control로서의 cytosol 분획의 α-tubulin, 
mitochondria 분획의 cytochrome c oxidase (COX) IV (Cell Signaling 
Technology Inc.)에 대한 항체를 사용하였다.  
 
Mitochondrial membrane potential (ΔΨm) 측정 
 Cationic fluorochrome JC-1 (Sigma-Aldrich Co.)을 이용하여 
ΔΨm를 측정하였다. JC-1은 정상적인 ΔΨm를 가지는 mitochondria 
안에 축적되어 적색 형광을 나타내는 반면 ΔΨm가 감소하면 cytosol 
내에 monomer 형태로 분산되어 녹색 형광을 띠는 물질이다. 혈관 
평활근 세포에 심바스타틴 10 μM, GGOH 30 μM, Jasp 50 nM을 4 시간 
동안 처리한 후 pre-warmed PBS로 세척하였다. 그런 다음 JC-1을 
최종 농도가 2 μg/ml되도록 PBS에 희석하여 처리하고 37°C에서 15 분 
간 반응시켰다. 이후 형광 현미경 관찰은 Carl Zeiss Axiovert 200M 
현미경으로 수행하였고, 각각 적색과 녹색 형광 세기를 ImageJ 






Caspase-3 활성화 측정 
초대 배양한 혈관 평활근 세포에 심바스타틴을 48 처리한 다음 
harvest하여 western blot 하였다. 일차 항체로는 procaspase-3 및 
active caspase-3을 공통적으로 인식하는 항체 (Cell Signaling 
Technology Inc.)를 사용하였으며, weight marker (Bio-Rad)를 
기준으로 하여 caspase-3 band의 위치로 35 kDa의 procaspase-3와 
17-19 kDa의 active caspase-3를 구분하였다. 
 
TUNEL 염색 (Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) 
mediated deoxyuridine triphosphate (dUTP) nick end labeling) 
혈관 평활근 세포의 TUNEL 염색은 Click-iT® TUNEL Alexa 
Fluor® Imaging Kit (Molecular Probes Inc.)를 사용하여 제조사의 
지침에 따라 수행하였다. 혈관 평활근 세포를 collagen으로 coating한 
cover slip 상에서 배양한 다음, 심바스타틴 10 μM, GGOH 30 μM, Jasp 
50 nM 또는 vehicle (DMSO)을 처리하고 48 시간 배양하였다. 4% 
formaldehyde를 함유한 PBS를 15 분 동안 처리하여 고정한 후, 0.25% 
Triton X-100을 함유한 PBS를 20 분 처리하여 permeabilization 
하였다. 다음으로 humidified chamber 상에서 TdT를 함유한 TUNEL 
reaction mixture를 가하고 37°C에서 1 시간 동안 반응시켰다. TUNEL 
반응 후 Alexa FluorⓇ 488 azide를 함유한 Click-iT reaction 
mixture를 30 분 간 실온에서 차광하여 반응시켰다. 핵의 형태를 





후 혈관 평활근이 부착되어 있는 cover slip을 mounting solution을 
가하고 slide glass 위에 고정하였다. Eclipse Ti-U 역상 현미경 (Nikon, 
Tokyo, Japan) 및 CSU-X1 confocal scanner (Yokogawa Electric Co., 
Tokyo, Japan)를 이용하여 공초점 형광 사진을 얻었다. 
 
V. 혈관 평활근 세포의 autophagy 
 
Autophagosome 확인 
Autophagy가 일어날 때 세포 내의 제거되려는 물질이 
autophagosome이라고 하는 double-membrane vesicle로 둘러싸인다. 
이 때 세포질에 분포하고 있던 LC3가 autophagosome을 구성하는데, 
GFP로 표지한 LC3를 세포 내로 transfection하여 관찰함으로써 형성된 
autophagosome을 녹색 puncta로 관찰할 수 있다. GFP-LC3 DNA를 
OPTI-MEM (Thermo Fisher Scientific Inc.)에 희석하고, PLUS 
reagent를 가한 다음, Lipofectamine LTX(Thermo Fisher Scientific 
Inc.)를 가해 DNA-liposome이 형성되도록 하였다. GFP-LC3 
liposome을 chambered cover glass에서 배양한 혈관 평활근 세포에 
처리하고 4 시간 동안 37oC에서 transfection 시켰다. 그런 다음 
배지를 교환하고 1 시간 후에 심바스타틴 10 μM 및 vehicle (DMSO)를 







Autophagy marker 확인 
Autophagy가 일어날 때 세포질에 분포하고 있던 LC3 (LC3 I; 16 
kDa)가 autophagic vesicle을 구성하는 형태 (LC3 II; 14 kDa)로 
전환되며 이것은 autophagy의 지표로 널리 사용되고 있다. Mammalian 
target of rapamycin (mTOR) 경로는 autophagy를 차단하는 기전으로 
잘 알려져 있으며, beclin-1은 초기 vesicle의 nucleation에 기여한다. 
혈관 평활근 세포에 심바스타틴 10 μM을 24 시간 동안 처리한 다음 
LC3, beclin-1 (MBL Corp., Japan), mTOR, p-mTOR, S6 kinase, p-
S6 kinase (Cell Signaling Technology Inc.) 일차 항체를 사용하여 




실험결과는 mean ± SEM으로 표시하였다.  두 군 사이의 차이는 t-
test로서 검증하였으며, 세 군 이상의 비교에서는 SPSS software 
(Chicago, IL)를 사용하여 one-way analysis of variance (ANOVA) 
test를 수행한 후 Duncan's multiple range test를 실시하여 유의성을 






실 험 결 과 
 
I. 심바스타틴에 의한 혈관 평활근 세포의 apoptosis 
기전 
I-1. RhoA/Rac-1의 활성 저하에 따른 actin cytoskeleton의 변화 
 
심바스타틴에 의한 혈관 평활근 세포의 RhoA 및 Rac-1의 활성 저하 
심바스타틴에 의한 혈관 평활근의 수축 기능 손상 및 apoptosis에 
기인하는 기전을 규명하기 위해 먼저 다수의 연구에서 스타틴에 의한 
근육 독성에 중추적인 역할을 하는 것으로 제시된 small GTPase 
RhoA의 활성이 혈관 평활근 세포에서도 변화가 있는지 확인하였다. 
활성화된 RhoA에만 결합하는 Rhotekin을 이용한 pull-down assay의 
방법으로 측정한 결과, 혈관 평활근 세포에서 심바스타틴 처리에 의해 
용량 의존적으로 small GTPase RhoA의 활성이 감소하는 것을 
확인하였다 (Figure 1A). RhoA 뿐만 아니라 스타틴에 의해 활성이 
저해되는 것으로 보고된 다른 종류의 RhoA family small GTPase인 
Rac-1과 Cdc42의 활성도 측정한 결과, 심바스타틴에 의해 Rac-1 
역시 활성이 감소하는 것을 확인할 수 있었고, Cdc42는 다소 활성이 
감소하는 양상을 보였으나 통계적으로 유의적인 변화를 나타내지는 
않았다 (Figure 1B). RhoA와 Rac-1으로 대표되는 small GTPase 
protein은 GTP와 결합한 활성화된 형태는 세포막에 결합한 상태로 





GTPase가 세포막에 결합하는데 isoprene 기가 필수적이다. 
심바스타틴에 의해 감소한 RhoA와 Rac-1의 활성은 isoprene 
geranylgeraniol (GGOH)의 첨가에 의해 회복되는 것을 보여 (Figure 
1B), 심바스타틴에 의한 isoprene의 감소에 의해 RhoA 및 Rac-1 의 
활성이 저해되는 것을 시사하였다. 
 
심바스타틴에 의한 혈관 평활근 세포의 actin cytoskeleton의 변화 
RhoA와 Rac-1은 공통적으로 actin cytoskeleton의 형성에 중추적인 
역할을 하는 것으로 알려져 있다 (Etienne-Manneville and Hall, 2002). 
심바스타틴에 의한 RhoA와 Rac-1의 활성 감소가 actin 
cytoskeleton에 변화를 야기하는지 검증하기 위해, filament를 이루고 
있는 polymer 형태의 actin, 즉, F-actin에만 특이적으로 결합하는 
phalloidin과 monomer를 이루는 G-actin을 표지하는 DNaseI을 
이용해 혈관 평활근 세포 내 actin을 염색하여 관찰하였다. 그 결과, 
혈관 평활근 세포 내 F-actin/G-actin의 비율이 심바스타틴 용량 
의존적으로 감소하는 것을 보여 심바스타틴에 의해 actin 
cytoskeleton이 붕괴되는 것을 확인할 수 있었다 (Figure 2). 다음으로 
심바스타틴에 의한 actin cytoskeleton의 붕괴가 isoprene의 감소에 
기인하는 것인지 확인하기 위해, 심바스타틴과 동시에 isoprene 
GGOH를 처리하여 actin 붕괴가 회복되는지를 검증하였다. RhoA와 
Rac-1의 저해와 동일한 양상으로, F-actin도 심바스타틴에 의해 
감소한 것이 GGOH의 첨가에 의해 회복되는 것을 보여 (Figure 3), 
심바스타틴에 의한 isoprene의 감소 및 RhoA, Rac-1의 활성 저하 






Figure 1. Effects of simvastatin on activation of Rho family proteins in primary VSMCs. (A) Concentration dependent 
effect of simvastatin (SIM) on RhoA activation was evaluated after treatment of vehicle (DMSO) or SIM (5, 10, 25 
μM for1 hr), followed by stimulation with serotonin (5-HT; 10-5 M, 10 min) to primary cultured rat VSMCs. (B) 
Effects of SIM on RhoA, Rac-1 and Cdc42 activation and reversal with GGOH supplementation were determined. 
SIM (10 μM) and GGOH (30 μM) were co-incubated for 1 hr. Values are mean ± SEM of at least four independent 
experiments. * represents significant differences from the controls (p < 0.05). # represents significant differences 







Figure 2. Effects of simvastatin on F-actin in VSMCs. After SIM 10 μM was treated for 4 hr, immunocytochemistry of F/G-
actin was investigated with rhodamine-phalloidin (F-actin; red) and DNaseI-Alexa FluorⓇ 488 (G-actin; green). The 
intensities of red and green fluorescence were measured and the ratio of F-actin to G-actin was evaluated with each 
intensity values. Scale bar = 100 μm. Values are mean ± SEM of four independent experiments. * represents 






Figure 3. Reversal effects of simvastatin-induced disruption of F-actin with isoprene supplement in VSMCs. Rescue 
effects of GGOH on F-actin contents were investigated after the co-incubation of SIM 10 μM and GGOH 30 μM for 
4 hr. Merged images were obtained with rhodamine-phalloidin (F-actin; red) and DAPI (nucleus; blue) stain. Scale 
bar = 100 μm. Values are mean ± SEM of five independent experiments. * represents significant differences from 





I-2. Mitochondrial apoptosis pathway의 전개 
 
심바스타틴에 의한 혈관 평활근 세포 내 pro-apoptotic Bmf의 변화 
Bmf는 pro-apoptosis 활성을 가지는 BH-3 only Bcl protein으로, 
정상적인 상태에서는 actin cytoskeleton과 결합한 상태로 존재한다. 
cytoskeleton이 붕괴되면 Bmf는 actin으로부터 유리되어 
mitochondria로 이동하여 mitochondria 외막에 존재하는 Bcl-2와 
결합하여 Bcl-2의 anti-apoptosis 활성을 억제함으로써 apoptosis를 
유발하는 것으로 알려져 있다 (Pinon et al., 2008). 심바스타틴에 의한 
actin cytoskeleton의 붕괴에 따라 Bmf의 세포 내 이동이 발생하는지 
검증하기 위해 혈관 평활근 세포를 각각 cytosol과 mitochondria 
분획으로 나누어, 각각의 분획에서의 Bmf 단백의 양을 western 
blot으로 측정하였다. 그 결과, 심바스타틴에 의해 cytosol에서의 Bmf가 
감소하고, mitochondria에서는 증가는 것을 보여, Bmf가 
mitochondria로 이동했음을 알 수 있었다 (Figure 4). Bmf의 이동 역시 
앞서 확인한 small GTPase RhoA, Rac-1의 활성 및 actin 
cytoskeleton의 붕괴와 동일한 양상으로 GGOH에 의해 회복되는 것을 
확인하였다 (Figure 4). 
다음으로 Bmf의 이동이 actin 붕괴에 기인하는 것인지 검증해보고자 
하였다. Jasplakinolide (Jasp)는 actin filament stabilizing agent로 
심바스타틴에 의해 감소한 혈관 평활근 세포의 F-actin을 회복시켜주는 
것을 확인할 수 있었다 (Supplementary figure 1). Jasp를 
심바스타틴과 동시에 처리한 후 actin의 변화가 회복되는지 여부를 





것을 확인할 수 있었다 (Figure 5). 이로써 혈관 평활근 세포 내에서 
isoprene의 감소에 따른 RhoA, Rac-1의 활성 저하와 actin 
cytoskeleton의 붕괴에 의해 Bmf가 mitochondria로 이동함을 
제시하였다. 
 
심바스타틴에 의한 mitochondrial membrane potential의 감소 
Mitochondria 외막으로 이동한 Bmf는 Bcl-2를 저해함으로써 
Bax/Bak을 활성화시켜 mitochondria에 pore를 형성하고 
mitochondrial membrane potential (ΔΨm)을 감소시킨다 (Pinon et al., 
2008). JC-1 염색을 통해 mitochondria ΔΨm을 측정한 결과, 
심바스타틴에 의해 혈관 평활근 세포의 ΔΨm이 감소하는 것을 확인할 
수 있었다 (Figure 6A, B). 심바스타틴에 의한 ΔΨm의 감소 역시 앞서 
확인한 Bmf의 이동과 동일한 양상으로 GGOH (Figure 6A) 및 Jasp 
(Figure 6B)에 의해 회복되는 것을 제시하였다. 따라서 심바스타틴에 
의한 isoprene의 감소 및 actin cytoskeleton의 손상에 의해 









Figure 4. Effects on mitochondrial translocation of Bmf by simvastatin and 
reversal with isoprene supplement. After SIM 10 μM and GGOH 30 μM 
were co-incubated for 4 hr, cytosolic and mitochondrial fraction were 
isolated from VSMCs and the amount of Bmf in each fraction was 
determined. α-Tubulin and cytochrome c oxidase (COX) were used as 
loading controls for cytosolic and mitochondrial fractions, respectively. 
Bmf levels for each fractions were normalized with corresponding loading 
controls. Values are mean ± SEM of five independent experiments. * 
represents significant differences from the controls (p < 0.05). # represents 







Figure 5. Reversal of simvastatin-induced Bmf mitochondrial translocation 
with actin filament stabilization. After SIM 10 μM and Jasp 50 nM were 
co-incubated for 4 hr, cytosolic and mitochondrial fraction were isolated 
from VSMCs and the amount of Bmf in each fraction was determined. α-
Tubulin and cytochrome c oxidase (COX) were used as loading controls 
for cytosolic and mitochondrial fractions, respectively. Bmf levels for each 
fractions were normalized with corresponding loading controls. Values are 
mean ± SEM of four independent experiments. * represents significant 
differences from the controls (p < 0.05). # represents significant 








Figure 6. Effects on mitochondrial membrane potential by simvastatin. After SIM 10 μM and (A) GGOH 30 μM or (B) 
Jasp 50 nM were co-incubated for 4 hr, mitochondrial outer membrane potential (ΔΨm) was determined with JC-1 
dye. ΔΨm was evaluated as a ratio of red to green fluorescence intensity. Values are mean ± SEM of at least four 
independent experiments. * represents significant differences from the controls (p < 0.05). # represents significant 





I-3. Apoptosis  
 
심바스타틴에 의한 혈관 평활근 세포의 caspase-3 활성화 
Actin cytoskeleton의 손상, Bmf의 mitochondria로의 이동, 
mitochondria의 ΔΨm 감소는 caspase의 활성화를 통한 apoptosis로 
이어진다. Caspase-3는 apoptosis의 지표로, p35 procaspase-3가 
p17 caspase-3로 잘리면서 활성을 나타낸다. Caspase-3의 활성을 
western blot으로 확인한 결과, 심바스타틴에 용량 의존적으로 활성화된 
형태의 cleaved caspase-3가 증가하였다 (Figure 7A). 또한 
심바스타틴에 의한 caspase-3의 활성 증가도 앞서 관찰한 다른 
지표들과 동일한 양상으로 Jasp로 회복되는 것을 보여 (Figure 7B), 
actin cytoskeleton의 손상이 caspase-3의 활성화를 유발하는 것임을 
제시하였다. 
 
심바스타틴에 의한 혈관 평활근 세포의 apoptosis 
마지막으로 혈관 평활근 세포의 apoptosis를 TUNEL 염색 및 
Hoechst 33342를 이용한 핵 염색으로 확인하였다. 심바스타틴에 의해 
TUNEL positive 세포가 증가함과 동시에 Hoechst 33342로 표지된 
핵이 수축된 형상을 보이는 것을 확인함으로써, 궁극적으로 혈관 평활근 
세포 내 apoptosis가 일어나는 것을 검증하였다 (Figure 8A, 8B). 또한, 
심바스타틴에 의해 증가한 TUNEL positive 세포가 GGOH (Figure 
8A)와 Jasp (Figure 8B)에 의해 회복됨을 확인하여, 심바스타틴에 의해 
감소한 isoprene과 actin 붕괴가 궁극적으로 세포의 apoptosis를 






Figure 7. Activation of caspase-3 by simvastatin. (A) After 48 hr incubation with vehicle (DMSO) or SIM (5, 10, 25 μM) in 
primary VSMCs, concentration dependent effects on caspase-3 activation were determined. (B) Effect of Jasp on 
caspase-3 activation was investigated after co-incubation of SIM 10 μM with Jasp 50 nM for 48 hr. α-Tubulin was 
used as loading control. Values are mean ± SEM of at least four independent experiments. * represents significant 








Figure 8. Effects on apoptosis by simvastatin in VSMCs. Apoptosis was determined by TUNEL staining, followed by 
Hoechst 33342 counterstaining to examine nuclear morphology. Merged images of TUNEL (green) and Hoechst 
33342 (blue) were presented. Rescue effects of (A) GGOH or (B) Jasp were determined after SIM 10 μM with GGOH 
30 μM or Jasp 50 nM was treated for 48 hr. Representative images were obtained from four independent experiments. 





I-4. Apoptosis와 수축 기능 손상의 시간적 상관 관계 
 
혈관 평활근 세포에서 심바스타틴에 의한 apoptosis와 수축 기능 손상 
(contractile dysfunction)의 time frame 
혈관 평활근 세포에서의 수축 기능의 지표로 수축 agonist (세로토닌; 
5-HT)에 의한 myosin light chain (MLC) 인산화 정도를 측정하였다. 
심바스타틴에 의해 처리 시간 의존적으로 인산화된 MLC (p-MLC)가 
감소하는 것을 확인하였다 (Figure 9). 혈관 평활근 세포의 apoptosis는 
TUNEL 염색으로 확인하였으며, 역시 심바스타틴에 의해 시간 
의존적으로 증가함을 보였다 (Figure 10). p-MLC의 감소와 TUNEL 
증가가 유의미하게 보이기 시작하는 심바스타틴 처리 시간을 비교해보면, 
p-MLC 감소가 1 시간부터 나타나고 TUNEL 증가는 24 시간 이후로 
보이는 것을 알 수 있는데, 이로써 contractile dysfunction이 선행되고 
뒤따라 apoptosis가 유발되는 것을 확인할 수 있다. 
 
In vitro와 in vivo에서의 수축 기능 손상과 apoptosis의 time frame 비교 
기존에 in vivo에서 심바스타틴 경구 투여에 의해 혈관의 수축 기능 
손상이 단기간부터 나타나고 혈관 평활근의 apoptosis가 장기간부터 
유발되는 현상을 본 연구진이 보고한 바 있는데 (Woo, 2010), 혈관 
평활근 세포에서 in vitro로 확인한 기능 손상과 apoptosis의 time 
frame과 비교해보았다 (Figure 11). 그 결과 in vitro와 in vivo에서 
관찰된 수축 기능 손상과 apoptosis가 동일한 시간적 양상을 보여, in 
vitro와 in vivo 모두 심바스타틴에 의해 혈관의 기능적인 손상이 먼저 







Figure 9. Time frame of simvastatin-induced contractile dysfunction in vitro. 
After primary cultured VSMCs were treated with SIM 10 μM for 1, 4, 24 
or 48 hr, followed by 5-HT 10-5 M stimuli for 10 min, phosphorylation of 
myosin light chain (MLC) was determined by western blot. Contractile 
dysfunction of VSMCs was evaluated with ratio of phosphorylated MLC 
(pMLC) to total MLC. α-Tubulin was used as loading control. Values are 
mean ± SEM of six independent experiments. * represents significant 






Figure 10. Time frame of simvastatin-induced apoptosis in vitro. Effects on 
apoptosis were determined by TUNEL staining, after primary VSMCs 
were incubated with SIM 10 μM for 1, 4, 12, 24 or 48 hr. Merged images 
of TUNEL (green) and Hoechst 33342 (blue) were presented (upper panel). 
Scale bar = 30 μm. Intensity of green fluorescence was measured as a 
parameter of extent of apoptosis (lower panel). Values are mean ± SEM of 
four independent experiments. * represents significant differences from the 







Figure 11. Comparison of time frame of simvastatin-induced contractile dysfunction and apoptosis in vitro and in vivo.  
(A) In vitro time-course effects of SIM 10 μM on the inhibition of MLC phosphorylation and apoptosis in primary 
VSMCs. Data are summarized from Figure 9 and 10. Values are mean ± SEM of at least four independent 
experiments. (B) In vivo time-course effects of SIM (10 mg/kg/day, p.o.) on contractile dysfunction and apoptosis 





II. 심바스타틴에 의한 혈관 평활근 세포의 autophagy 
II-1. Autophagosome 생성 및 autophagy marker의 증가 
 
심바스타틴에 의한 혈관 평활근 세포 내 autophagosome 생성 
혈관 평활근 세포에서 심바스타틴에 의해 autophagy가 유발되는지 
확인하기 위해 autophagosome의 형성 여부를 검증하였다. 초대 배양한 
혈관 평활근 세포에 green fluorescence protein (GFP)-LC3를 
transfection 시킨 다음, 심바스타틴을 처리하고 autophagosome의 
지표인 LC3이 puncta를 형성하는지 형광 현미경으로 관찰하였다. 그 
결과, 심바스타틴에 의해 녹색 형광을 띠는 puncta가 증가하여 
autophagosome이 생성됨을 확인하였다 (Figure 12). 또한, 
심바스타틴을 처리한 혈관 평활근 세포를 LC3에 특이적인 항체를 
사용하여 면역 염색하여 관찰한 결과 역시 심바스타틴에 의한 
autophagosome 형성을 보여주었다 (Figure 13). 
 
심바스타틴에 의한 혈관 평활근 세포의 autophagy marker의 발현 증가 
혈관 평활근 세포에서 심바스타틴에 의해 autophagosome의 형성과 
함께 autophagy 관련 지표들의 발현이 변화했는지 확인하기 위해 혈관 
평활근 세포에서 western blot을 하여 autophagy marker를 측정하였다. 
심바스타틴에 의해 LC3 I이 LC3 II로 전환되는 것이 확인되었고, 
beclin-1 역시 증가하는 것을 볼 수 있었다 (Figure 14A). 
심바스타틴에 의해 증가한 LC3 II와 beclin-1은 GGOH의 첨가에 의해 





증가함을 확인하였다. 또한 Jasp로 LC3 II의 증가가 회복됨을 제시하여, 
심바스타틴에 의한 actin cytoskeleton의 손상이 autophagy 유발에 
관여함을 시사하였다 (Figure 14B). 
 
심바스타틴에 의한 혈관 평활근 세포의 autophagy flux 확인 
 Autophagy는 세포 내 제거되어야 할 물질들이 sequestration 되어 
autophagosome을 생성하고, autophagosome이 lysosome과 
fusion되어, 궁극적으로 lysosome 내에서 enzyme에 의해 
degradation이 일어나는 과정이 순차적으로 일어나는 현상이다. 이렇게 
autophagy의 전체 과정이 완료되는 것을 autophagy flux라 한다. 
Autophagosome의 증가는 autophagy flux가 유발된 상황뿐 만 아니라 
autophagosome이 lysosome과 fusion 되는 단계가 억제된 경우 
autophagosome의 축적을 반영할 가능성도 있다. 따라서 앞서 확인한 
심바스타틴에 의한 혈관 평활근 세포의 autophagosome 증가가 
autophagy flux가 유발된 것 때문인지 확인하기 위해, 
autophagosome과 lysosome의 fusion을 차단하는 물질인 
chloroquine을 처리하여 LC3 II의 변화량을 측정하였다. 그 결과, 
심바스타틴 단독 처리시보다 chloroquine을 함께 처리하였을 때 LC3 
II가 더욱 증가하는 것을 확인하여, 심바스타틴에 의해 단순히 
autophagosome이 축적되는 것이 아니라 autophagy flux가 유도됨을 
검증하였다 (Figure 15A). 또한 심바스타틴을 처리한 혈관 평활근 
세포에서의 LC3 puncta로 관찰되는 autophagosome과 LAMP1으로 
표지한 lysosome의 co-localization을 확인하여 autophagy flux가 






mTOR pathway의 관련성 확인 
 Mammalian target of rapamycin (mTOR)는 serine/threonine 
kinase로서 autophagy의 induction을 조절하는 상위 단계이다 
(Shimobayashi and Hall, 2014). 심바스타틴에 의해 유발되는 혈관 
평활근 세포의 autophagy에 mTOR의 억제 때문인지 검증하였다. 
Western blot으로 확인한 결과, 심바스타틴에 의해 mTOR의 Ser2448 
위치의 인산화가 미세하게 감소하는 양상을 볼 수 있었다 (Figure 16A, 
16B). mTOR의 인산화 정도만으로는 mTOR pathway의 관련성 여부가 
확실히 규명되지 않아 mTOR의 하위 단계인 S6 kinase의 인산화 
정도를 함께 측정하는 동시에 mTOR 억제의 positive control로서 
rapamycin을 사용하여 심바스타틴에 의한 효과와 비교해보았다. 그 
결과, mTOR의 인산화 정도보다 명확하게 S6 kinase의 Thr389의 
인산화가 감소하는 것을 확인할 수 있었다. 심바스타틴에 의해 mTOR 
인산화가 다소 감소하고 S6 kinase의 인산화가 확실하게 감소하는 
양상은 positive control인 rapamycin과 흡사하여, 비록 mTOR 
인산화의 감소가 미세하게 보였어도 심바스타틴에 의한 mTOR 
pathway의 억제가 일어났음을 유추할 수 있다. 이처럼 억제된 mTOR 
pathway는 GGOH (Figure 16A) 또는 Jasp (Figure 16B) 로 회복됨을 
보여 심바스타틴에 의한 isoprene의 감소 및 actin 붕괴에 의해 
autophagy가 상위 단계의 mTOR부터 작용하여 유발되는 것임을 알 수 
있다. 









Figure 12. Simvastatin-induced autophagosome formation analyzed with GFP-LC3 puncta. GFP-LC3 plasmid was 
transfected to primary cultured VSMCs. After transfection, SIM 10 μM was treated for 24 hr and autophagosomes 
were determined by GFP-LC3 puncta using fluorescence microscopy. Representative images were obtained from 







Figure 13. Simvastatin-induced autophagosome formation analyzed with LC3 immunofluorescence. After VSMCs on 
collagen-coated coverslips were incubated with SIM 10 μM for 24 hr, VSMCs were fixed with methanol. 
Immunofluorescence with LC3 antibody conjugated with Alexa FluorⓇ 488 (green) and Hoechst 33342 (blue) were 






Figure 14. Effects of simvastatin on autophagy markers and reversal with isoprene or actin stabilization in VSMCs. 
After SIM 10 μM and (A) GGOH 30 μM or (B) Jasp 50 nM were co-incubated for 24 hr, VSMCs were harvested 
and western blot was performed. Values are mean ± SEM of at least four independent experiments. * represents 









Figure 15. Effects of simvastatin on autophagy flux in VSMCs. (A) After VSMCs 
were pre-incubated with chloroquine (CQ; 5 μM) for 1 hr, SIM 10 μM 
was treated for 24 hr. VSMCs were harvested and western blot analysis 
was performed to evaluate the level of LC3. α-Tubulin was used as 
loading control. Values are mean ± SEM of three independent 
experiments. (B) Co-localization of LC3 and lysosome LAMP1 was 
determined by immunostaining with LC3 antibody conjugated with 
Alexa FluorⓇ 488 (green), LAMP1 antibody and secondary antibody 
conjugated with Alexa FluorⓇ 568 (red) after SIM 10 μM was treated for 







Figure 16. Effects of simvastatin on mTOR pathway and reversal with isoprene 
supplement or actin stabilization in VSMCs. After SIM 10 μM and (A) 
GGOH 30 μM or (B) Jasp 50 nM were co-incubated for 24 hr, VSMCs 
were harvested and western blot was performed. Rapamycin (Rap; 100 
nM for 24 hr) was treated as positive control for mTOR inhibition. α-
Tubulin was used as loading control. Values are mean ± SEM of at least 
four independent experiments. * represents significant differences from 
the controls (p < 0.05). # represents significant differences from the SIM-
treated group (p < 0.05). † represents differences from the SIM-treated 






II-2. Autophagy와 apoptosis의 상관 관계 
 
Autophagy inhibitor에 의한 apoptosis의 변화 
혈관 평활근 세포에서 심바스타틴에 의해 유발된 autophagy와 
apoptosis가 둘 다 일어남을 앞서 제시하였는데, autophagy가 
궁극적으로 apoptosis에 어떠한 영향을 끼치는지 규명하기 위하여 
autophagy inhibitor를 처리했을 때 심바스타틴에 의한 apoptosis 
정도의 변화가 있는지를 확인하였다. Autophagy inhibitor로는 
phosphatidylinositol 3-kinases (PI3K) 억제제인 3-methyladenine 
(3MA)와 lysosome 내의 pH를 증가시킴으로써 pH 의존적인 
autophagosome과 lysosome의 fusion을 막는 chloroquine을 
사용하였다. 혈관 평활근 세포에서 심바스타틴에 의해 caspase-3가 
활성화되는 것으로 apoptosis가 일어난 것을 확인하였고, 증가한 
caspase-3가 3MA 및 chloroquine에 의해 회복되는 양상을 보였다 
(Figure 17). 이는 심바스타틴에 의해 유발된 혈관 평활근 세포의 
autophagy가 궁극적으로 apoptosis를 유도하는 것으로 사료된다. 
 
Actin cytoskeleton, autophagy, apoptosis의 시간적 상관 관계 
혈관 평활근 세포에서 actin cytoskeleton의 손상, autophagy 및 
apoptosis가 심바스타틴에 의해 유발되는 것을 확인하였는데, 일련의 
현상들의 시간적 순서를 파악하기 위해 각각의 현상의 시간 의존성을 
검증하였다. 먼저 actin cytoskeleton의 감소는 1 시간부터 확인되는 





24-48 시간부터 관찰되었다 (Figure 18B). 세 가지 현상을 종합적으로 
수치화하여 비교해보면 심바스타틴에 의해 actin cytoskeleton의 붕괴가 










Figure 17. Rescue effects of autophagy inhibitors on simvastatin-induced 
apoptosis in VSMCs. After VSMCs were pre-incubated with 3-
methyladenine (3MA; 5 mM) or chloroquine (CQ; 5 μM) for 1 hr, SIM 
10 μM was treated for 48 hr. VSMCs were harvested and western blot 
analysis was performed to evaluate the level of cleaved caspase-3. α-
Tubulin was used as loading control. Values are mean ± SEM of four 
independent experiments. * represents significant differences from the 
controls (p < 0.05). # represents significant differences from the SIM-








Figure 18. Time frame in simvastatin-induced actin disruption followed by autophagy and apoptosis in VSMCs. (A) 
VSMCs were treated with SIM 10 μM for 1-24 hr and immunocytochemistry of F-actin was investigated. Merged 
images of rhodamine-phalloidin (F-actin; red) and DAPI (nucleus; blue) are presented. (B) After VSMCs were 





고     찰 
 
본 연구에서 심바스타틴에 의해 RhoA 및 Rac-1의 활성이 억제됨에 
따라 actin 세포골격의 붕괴가 일어나서 수축 기능 손상이 일어나고 
autophagy 및 apoptosis가 유발되어 정상적인 혈관 평활근에 독성이 
일어남을 제시하였다 (Scheme). 심바스타틴은 RhoA와 Rac-1의 
활성을 감소시켰으며 이는 actin filament의 감소, Bmf의 
mitochondria로의 이동, mitochondria 막전위의 감소, autophagy, 
궁극적으로 apoptosis로 이어지는 일련의 과정을 유발하였다. 특히 
이러한 현상은 geranylgeraniol (GGOH) 뿐만 아니라 actin을 보존하는 
jasplakinolide (Jasp)의 첨가에 의해 회복되는 것을 보여, actin 
cytoskeleton의 감소가 심바스타틴에 의해 유발되는 혈관 평활근 
독성에서 결정적인 시초가 됨을 시사하고, 스타틴 독성이 RhoA/Rac-1 
등의 small GTPase의 활성 저하에 의해 일어나는 과정을 상세히 
규명하였다. 
현재까지 스타틴의 근육 독성에 대한 연구는 꾸준히 진행되어 왔으나 
밝혀지지 않은 부분이 상당하며, 스타틴에 의해 나타나는 부작용 증상인 
수축 기능 손상과 autophagy, apoptosis가 각각 별개의 현상으로 
연구되어 있다. 본 연구에서는 기능적인 손상과 autophagy 및 
apoptosis가 한 시스템 내에서 일련의 현상으로 유발됨을 제시하였다. 
더 나아가 기능적인 손상이 선행됨을 밝혔고, autophagy 및 
apoptosis가 뒤따라 일어나는 것을 보였다. 이처럼 기능적인 변화에 
의해 세포의 증식이나 생존/사멸이 영향을 받는 것은 일찍이 다른 근육 
조직에서는 알려져 있었다. 일례로, 골격근에서 denervation이나 






Scheme. Suggested mechanism of simvastatin-induced myotoxicity in VSMCs. 
Simvastatin (SIM) inhibits the activation of RhoA and Rac-1 which 
coincides with the degradation of F-actin. Simvastatin-induced F-actin 
disruption results in inhibition of MLC phosphorylation and contractile 
dysfunction. Disruption of actin integrity initiates translocation of Bmf 
followed by mitochondrial dysfunction, autophagy and apoptosis 





근육 세포의 크기와 수가 감소하는 현상(disuse atrophy in skeletal 
muscle)이 보고되어 있다. 다른 질병상황으로 인해 유발되는 근육 
감소와 다르게 골격근의 disuse atrophy에서는 근육 감소에 선행되어 
골격근의 수축력의 감소가 일어나고 이어서 protein degradation의 증가, 
protein 합성의 감소, 골격근 세포의 apoptosis가 뒤따른다고 보고되어 
있다.  
이러한 골격근의 disuse atrophy가 일어나는 기전으로 다양한 이론이 
제시되어 있는데, calpain, caspase-3, ubiquitin-proteosome, 
autophagy systems 등 다양한 작용이 근육 세포의 감소에 기여하는 
것으로 알려져 있다 (Fanin et al., 2014;  Jackman and Kandarian, 
2004;  Zhu et al., 2013). 또한 다수의 연구에 의해 근육 사용이 
장기간 저해되는 상황에서 세포 내 reactive oxygen generation 
(ROS)의 생성이 증가하는 현상이 공통적으로 보고되어 있는데 
(Powers et al., 2012). 이처럼 증가한 ROS 생성을 유발하는 
원인으로는 각각의 연구들에서 세포 내 칼슘 동태의 변화, fatty acid 
hydroperoxide의 증가, mitochondria로의 단백질 수송의 저해 또는 
mitochondria의 fission 증가 등으로 다양하게 제시하고 있으나, 수축 
활동이 억제되는 기능적 변화가 어떻게 일련의 세포 내 변화를 
일으키는지에 대한 정확한 기전은 규명되지 않았다 (Powers et al., 
2012). 이처럼 비록 분자적 기전은 명확히 알지 못하지만 현재까지 
제시된 현상적 자료들에 근거했을 때, 이는 골격근에서 수축력의 감소가 
원인이 되어 결국 세포의 apoptosis를 유발할 수 있음을 제시해주며, 
골격근 세포와 유사한 성질을 가지는 혈관 평활근 세포에서, 장기적으로 
수축 기능이 저해를 받으면 그 결과로 세포의 apoptosis가 일어날 수 





혈관의 수축 기능 저하를 비가역적으로 유발하는 다른 물질들에 
의해서도 이와 같은 현상이 알려져 있다. 중금속 비소 대사체인 
monomethylarsonous acid (MMAIII)나 천연물 유래 성분 Rg3에 
의해서도 혈관의 수축의 기능 저하가 세포 독성으로 유발되는 것이 
보고되어 있어 (Lee et al., 2010;  Lim et al., 2011), 본 연구에서 
규명한 심바스타틴에 의해 혈관 평활근에서 일어나는 일련의 독성 
현상이 물질 특이적인 반응이 아니라 혈관의 기능적 변화를 
비가역적으로 야기할 수 있는 상황에서 공통적으로 일어날 가능성이 
있다고 사료된다. 
근육 조직에서 수축 기능의 손상과 세포의 사멸에 공통적으로 관여할 
수 있는 표적으로서 본 연구에서는 actin cytoskeleton에 주목하였다. 
실제로 혈관 조직에서 과도한 수축이 지속적으로 유발되면 혈관 
평활근을 구성하는 contractile machinery가 증가하는 현상이 보고되어 
있어, 수축 활동의 증감에 따라 cytoskeleton의 구성이 변화할 수 
있다는 것이 제시된 바 있다. Actin cytoskeleton과 apoptosis 사이의 
인과관계는 두 가지 방향으로 해석되고 있다. 우선 apoptosis가 
일어나면 그 결과로서 각종 caspase가 활성화되어 actin을 비롯한 
다양한 cytoskeleton들을 분해하는 현상이 알려져 있어, apoptosis가 
일어난 최종 결과로서의 actin 붕괴가 설명될 수 있다. 골격근에서 
스타틴의 독성을 설명할 때, 근육의 수축력이 감소하는 근육의 약화 
(muscle weakness)를 골격근 세포의 손상 및 사멸에 따른 결과로 
해석하는 것이 지금까지의 견해였다. 실제로 골격근에서 apoptosis가 
일어남에 따라 활성화된 caspase들에 의해 cytoskeleton과 같은 
수축에 관여하는 구조들이 분해되어 결과적으로 세포의 수축 기능이 





연구에 관찰된 심바스타틴에 의해 actin 붕괴가 먼저 관찰되고, 
apoptosis가 늦은 시간부터 일어난 점과 심바스타틴에 의한 
apoptosis가 actin stabilization에 의해 경감되었다는 점을 설명하지 
못한다.  
반면에 cytoskeleton이 apoptosis를 조절하는 상위단계라는 연구도 
다수 있는데, actin 붕괴가 cell cycle arrest, focal adhesion의 변화, 
mechano-sensing의 저해, BH3 only pro-apoptotic protein의 
활성화를 유발함으로써 궁극적으로 세포 사멸에 이르게 한다고 알려져 
있다. 본 연구에 이들이 관여할 가능성을 검증해보았을 때, 우선 혈관 
평활근 세포에 심바스타틴을 처리하고 배양한 후 cytoskeleton이나 
핵의 morphology를 확인하였을 때, cell cycle arrest가 일어났을 때 
동반되는 비정상적인 morphology (Du and Hannon, 2004)가 관찰되지 
않은 점으로 미루어, 심바스타틴에 의해 cell cycle arrest가 일어나 
apoptosis를 유발할 가능성은 적다고 사료되었다. Focal adhesion 및 
mechano-sensing의 관련 가능성은 in vitro system에서 일어나는 
현상을 설명하기에는 부적합한 이론으로 생각되었고, 실제로 focal 
adhesion에 관여하는 것으로 대표적인 kinase인 FAK의 인산화 정도가 
심바스타틴에 의해 영향을 받지 않는 것을 확인하여 배제하였다 
(Supplementary figure 2). 
BH-3 only Bcl 단백은 세포의 apoptosis의 가장 초기 단계에 
관여하는데, 자극에 의해 가장 먼저 반응하여 apoptosis pathway를 
시작하고 하위의 다른 anti-apoptosis 또는 pro-apoptosis 활성을 
가지는 Bcl 단백들을 조절한다. 이 중 Bim과 Bmf는 cytoskeleton의 
변화를 인지하여 활성화되어 apoptosis를 일으킨다. 이들 Bim과 Bmf는 





cytoskeleton이 붕괴되는 상황이 오면 이로부터 유리되어 
mitochondria로 이동하여 apoptosis를 유발한다. 특히 Bim의 활성은 
apoptosis의 정도와 상관이 없이 신속하게 많은 양이 변화되는 것을 
보이는 반면, Bmf의 활성이 동반된 경우에만 세포의 사멸까지 이르는 
과정이 완료되는 것이 보고된 바 있어, Bmf가 보다 더 민감하고 
결정적인 역할을 하는 것으로 사료된다 (VanBrocklin et al., 2009). 
Bmf는 최근 cancer cell의 apoptosis를 유발하는 표적 지표로 주목 
받고 있으며 일례로 paclitaxel은 cytoskeleton의 평형을 
붕괴시킴으로써 Bim 및 Bmf에 영향을 끼쳐 세포 사멸을 일으키는 
것으로 보고되었다 (Kutuk and Letai, 2010). 또한 histone deacetylase 
(HDAC) 저해제 역시 Bmf의 활성을 억제함으로 항암 작용을 나타내는 
효과가 제시되기도 하였다 (Kang et al., 2014b). 이처럼 Bmf의 활성에 
의해 세포의 운명이 결정되는 현상이 지금까지는 암세포와 같은 
형질전환이 일어난 세포 (transformed cell line)에서는 보고되어 왔지만 
본래의 생리적 기능을 유지하고 있는 세포에서 영향을 끼쳐 
apoptosis를 유발하는 현상은 본 연구에서 최초로 수축 기능을 보유한 
혈관 평활근 세포에서 규명한 것이다. 암세포에서의 Bmf를 매개한 
apoptosis 보고에서는 actin cytoskeleton이 adhesion molecule로서의 
역할을 하는 것으로 해석된 반면에, 본 연구에서는 수축 기능을 가진 
혈관 평활근에서의 actin cytoskeleton 손상에 의한 Bmf 변화 및 
apoptosis를 보임으로써, contractile machinery의 손상 및 세포 본래의 
고유 성질을 상실했을 때 세포가 사멸할 수 있음을 제시한 것으로 
사료된다.  
Autophagy는 세포 내 불필요한 물질을 제거하여 에너지 및 새로운 





기전으로 생각되어 왔으나, autophagy vacuole 생성이 동반되는 
autophagic death나 autophagy가 apoptosis를 동반하는 현상을 
보임으로써 세포 독성의 결과일 가능성도 제시되고 있다. 본 연구에서 
확인한 바로는 심바스타틴에 의해 유도된 autophagy는 autophagy 
inhibitor가 오히려 apoptosis를 경감시킨다는 점에서 repair 기전이 
아닌 세포를 사멸로 이끄는 역할을 하는 것으로 사료된다. Autophagy를 
유발하는 원인으로는 다양한 현상이 있을 수 있으나 cytoskeleton의 
붕괴에 의한 autophagy는 기존에 보고된 바 없다. 오히려 
autophagosome이 생성된 것이 lysosome과 fusion되기 위해 이동할 
때 actin 및 tubulin network을 따라서 이동을 하게 되므로, 
cytoskeleton의 손상은 autophagy flux를 억제하며 autophagosome을 
과도하게 축적 시킬 가능성이 있다고 유추할 수 있었다. 하지만 실제로 
본 연구에서 검증한 결과로는 심바스타틴에 의해 단순히 
autophagosome의 축적이 아니라 autophagy flux가 증가된 것이 
확인이 되었다. 또한 autophagy 관련 marker LC3 II 뿐만 아니라 
autophagy의 시작 단계에서 작용하는 것으로 알려진 mTOR의 억제 
역시 actin stabilization에 의해 회복되는 것을 보임으로써 autophagy의 
상위 단계에서 actin cytoskeleton의 손상이 방아쇠 역할을 하는 것을 
제시하였다. Actin cytoskeleton 손상에 의해 autophagy가 유발되는 
기전으로는 본 연구에서 확인한 심바스타틴에 의한 Bmf의 이동에 따른 
mitochondria의 손상이 autophagy를 유발시키는 것을 생각할 수 있다. 
실제로 손상된 mitochondria가 감지되어 autophagy가 일어나는 것이 
알려져 있으며, 이 때 ATP 생성의 감소 및 AMPK의 활성화에 의해 
mTOR 억제가 일어나는 것으로 규명되어 있다. 또한 Bmf와 같은 





protein인 beclin-1이 Bcl-2, Bim, Bcl protein들과 상호 작용함으로써 
autophagy 및 apoptosis를 조절하고 있다는 이론이 제시되었다 
(Maiuri et al., 2007;  Marino et al., 2014). 특히 Beclin-1이 Bmf 및 
Bcl-2와 결합한 상태로 actin cytoskeleton과 상호작용할 수 있다는 
가능성을 제시한 연구가 있다 (Delgado and Tesfaigzi, 2013). 본 
연구에서 Bmf의 세포 내 이동만을 확인하였는데, 추가적으로 Bmf가 
beclin-1 및 Bcl-2와 association 하는 것의 변화를 검증한다면 actin 
cytoskeleton이 Bmf를 통해 autophagy 및 apoptosis를 동시에 
관장하는 중추로서 작용한다는 것을 확실히 규명할 수 있을 것으로 
사료된다.   
결론적으로, 본 연구에서 심바스타틴에 의해 초대 배양한 혈관 평활근 
세포에서 apoptosis가 일어나는 것을 RhoA/Rac-1의 저하로부터 
야기된 actin cytoskeleton의 붕괴 및 그에 따른 Bmf의 
mitochondria로의 이동, mitochondria의 손상, 그리고 autophagy 및 
apoptosis로 이어지는 일련의 과정을 통해 유발됨을 설명하였다. 특히 
심바스타틴에 의해 혈관의 수축 기능 손상이 일어나는 것을 MLC 
인산화가 저해되는 것을 보였으며, 이러한 기능적 측면의 독성이 
apoptosis에 선행하였으며, actin cytoskeleton의 보존을 통해 
apoptosis가 회복됨을 최초로 규명하여 스타틴의 근육 독성에 actin 
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Statins, lipid-lowering agents for the prevention of atherosclerosis and fatal 
coronary heart diseases, have pleiotropic modalities on the function and physiology 
of vascular smooth muscle that include anti-contractile and pro-apoptotic effects. 
These effects were suggested to stem from the inhibition of small GTPase Rho A, 
but they are largely regarded as distinct and unrelated. Recently, simvastatin was 
reported to cause both contractile dysfunction and apoptosis of vascular smooth 
muscle cells (VSMCs), reflecting that they may be closely related, yet their 
connecting link remains unexplained. Here, the mechanism underlying simvastatin-
induced apoptosis of normal VSMCs in connection with contractile dysfunction was 
investigated. In primary cultured VSMCs, simvastatin impaired the activation of 
small GTPases, RhoA along with Rac-1, which resulted in the disruption of actin 
integrity, a pivotal factor both for the generation of contractile force and survival of 
VSMCs. In line with the disruption of actin integrity, Bmf, a pro-apoptotic factor 
bound to intact actin, dissociated and translocated into mitochondria, which 
corresponded well with the dissipation of mitochondrial membrane potential, 
autophagy induction, caspase-3 activation and ultimately apoptosis. These events 
were all rescued by an actin stabilization agent, jasplakinolide as well as 
geranylgeraniol, indicating that damages of the actin integrity from disrupted 
activation of RhoA/Rac-1 lies at the center of simvastatin-induced contractile 
dysfunction and apoptosis in vascular smooth muscle. 
Keywords: Simvastatin, Vascular smooth muscle cell, Actin cytoskeleton, 










Suppl. 1. Reversal of simvastatin-induced disruption of F-actin with F-actin 
stabilizing agent in VSMCs. Rescue effects of Jasp on F-actin contents 
were investigated after the co-incubation of SIM 10 μM and Jasp 50 nM 
for 4 hr. Merged images were obtained with rhodamine-phalloidin (F-actin; 












Suppl. 2. Effects of simvastatin on focal adhesion kinase (FAK) phosphorylation. 
After VSMCs were incubated with SIM μM and GGOH 30 μM for 24 hr, 
5-HT 10-5 M was added for 10 min to stimulate FAK. The level of 
phosphorylated FAK was not altered by SIM, regardless of agonist stimuli. 
 
 
